凝血因子XIII (FXIII)又称纤维蛋白稳定因子，作用于凝血过程的最后环节，被凝血酶激活后，在Ca^2+^的作用下使可溶性纤维蛋白单体交联聚合成不溶性的纤维蛋白，增加了纤维蛋白凝块的稳定性。FXIII由2个A亚基(FXIIIA)和2个B亚基(FXIIIB)组成，A亚基为酶活性中心，B亚基作为载体保护A亚基不被过快降解，以四聚体的形式存在于血浆、血小板和单核细胞中。遗传性FXIII缺陷症是一种较为罕见的常染色体隐性遗传病，发病率为1/200万\~1/100万，占罕见出血性疾病的6%[@b1]，患者可表现为终身出血倾向、脐带出血、伤口愈合不良、习惯性流产等。基因突变可位于A亚基基因(F13A1)或B亚基基因(F13B)。本研究中，我们对一个遗传性FXIII缺陷症家系进行了表型和基因诊断。

对象和方法 {#s1}
==========

1．家系：先证者为13岁男性，出生时脐带残端出血难止，经外科手术缝合止血。于2、6、11岁时各发生1次颅内出血，每次均予以血浆输注及对症治疗。因颅内出血后遗症，现患者左上肢运动障碍。其父母非近亲婚配，家族史阴性，家系图见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。先证者于2007年在中国医学科学院血液病医院诊断为遗传性FXIII缺陷症，现母亲再次怀孕，欲行产前诊断。

![遗传性凝血因子XIII(FXIII)缺陷症家系图](cjh-36-10-844-g001){#figure1}

2．标本采集和制备：征得患者及其家系成员知情同意后，采集外周静脉血，0.109 mol/L枸橼酸钠(9:1)抗凝。立即于4 °C 3 000 r/min离心15 min，分离乏血小板血浆，用于表型检测，其余血浆于−80 °C冻存。

3．凝血指标检测：采用日本Sysmex CA7000全自动血凝仪进行活化部分凝血活酶时间(APTT)、凝血酶原时间(PT)、凝血酶时间(TT)和纤维蛋白原(Fg)检测，试剂为德国Dade公司产品。

4．FXIII定性试验、FXIII活性(FXIII:C)及抗原水平检测：取先证者新鲜血浆100 µl，加入0.025 mol/L氯化钙100 µl，混匀后置37 °C水浴30 min使凝块形成。加入5 mol/L尿素溶液3 ml，每5 min观察1次，2 h后每2\~4 h观察1次，持续24 h，测定凝块溶解时间。FXIII:C用REA-chrom FXIII试剂盒检测(匈牙利Reanal-ker公司产品)。兔抗人FXIIIA和FXIIIB抗血清购自法国Stago公司，采用正辛酸法从抗血清中纯化和浓缩FXIIIA和FXIIIB抗体，用HRP进行标记。采用双抗体夹心法检测先证者及家系成员血浆中FXIIIA亚基和B亚基的抗原水平(FXIII A:Ag和FXIIIB:Ag)，具体操作方法见文献[@b2]。

5．FXIII抑制物检测：将患者血浆和正常人血浆分别以1:9、1:1和9:1混合，37 °C孵育1 h，按上述方法进行凝块溶解时间测定，检测患者血浆中有无FXIII抑制物。

6．血栓弹力图(TEG)测定：取1 ml枸橼酸钠抗凝全血标本置于含有高岭土试剂的塑料管中(美国Haemoscope公司产品)，颠倒混匀，取340 µl置于检测杯中，加入0.2 mol/L氯化钙20 µl后开始检测。标本采集后2 h内完成。其中R时间指血样在TEG分析仪中第1个纤维蛋白凝块形成前的时间，使用抗凝剂或凝血因子缺乏时R时间延长，血液呈高凝状态时R时间缩短。K时间指评估血凝块强度达到某一水平的速率，反映血小板功能及Fg水平。Angle为血凝块形成点至描记图最大曲线弧度处切线与水平线的夹角，影响因素与K时间相似。MA值反映正在形成的血凝块的最大强度或硬度及血凝块形成的稳定性，主要受Fg及血小板两个因素的影响，其中血小板的作用要比Fg大。CI值为凝血综合参数，\<−3.0为低凝，\>3.0为高凝。EPL及LY30均为纤溶指标，分别为30 min内血凝块幅度减少速率及血凝块将要溶解的百分比。

7．DNA样本制备：采用德国Qiagen公司DNA抽提试剂盒抽提先证者及家系成员的外周血基因组DNA。采集先证者母亲羊水10\~15 ml，采用北京天根生物公司微量样品基因组DNA提取试剂盒抽提羊水DNA。

8．F13A1基因直接测序：以先证者的基因组DNA为模板扩增F13A1基因的15个外显子和侧翼序列，F13A1基因的扩增引物及PCR反应条件参见文献[@b3]。首先将先证者PCR产物进行直接测序分析寻找致病突变，针对发现的突变位点，重扩PCR并反向测序证实。若为未报道过的新突变，筛查100名健康献血者的相应位点以排除基因多态性。在确定先证者FXIII基因突变位点后，扩增家系成员及羊水基因组的相应片段。

9．文献回顾：在人类基因突变数据库(the human gene mutation database, HGMD)搜索历年来发表的关于遗传性FXIII缺陷症的文献报道，并对相关基因突变类型、患者临床表现以及相应治疗措施进行总结。

结果 {#s2}
====

1．凝血指标及FXIII检测结果：先证者的APTT、PT及TT均在正常范围内，其纤维蛋白凝块在5 mol/L尿素溶液内的溶解时间为0.5 h。FXIIIA:Ag及FXIII:C水平均低于检测下限(FXIIIA:Ag\<1.0%，FXIII:C\<3.0%)。FXIIIB:Ag水平正常。先证者及其家系成员的凝血功能检测结果见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 遗传性凝血因子XIII(FXIII)缺陷症家系成员凝血功能检测结果

  家系成员   APTT(s)      PT(s)        TT(s)        FXIII定性试验   FXIII抑制物   FXIIIA:Ag(%)   FXIIIB:Ag(%)   FXIII:C(%)
  ---------- ------------ ------------ ------------ --------------- ------------- -------------- -------------- -------------
  Ⅰ-1        31.2         11.5         18.1         阴性            阴性          48.2           91.2           47.6
  Ⅰ-2        30.5         10.9         17.5         阴性            阴性          51.3           85.9           52.7
  Ⅱ-1^a^     33.8         12.7         17.3         阳性            阴性          \<1.0          78.4           \<3.0
                                                                                                                
  参考值     27.2\~41.0   10.0\~16.0   14.0\~21.0   阴性            阴性          50.0\~150.0    50.0\~150.0    50.0\~150.0

注：a：先证者；APTT：活化部分凝血活酶时间；PT：凝血酶原时间；TT：凝血酶时间；FXIIIA:Ag: FXIIIA亚基抗原；FXIIIB:Ag: FXIII B亚基抗原；FXIII:C: FXIII活性

2．TEG检测结果：先证者TEG检测结果仅显示出轻度的出血倾向，其R值8.0 min(正常参考值5\~10 min)，K值3.2 min(正常参考值1\~3 min)，CI值−3.4(正常参考值−3.0\~3.0)，MA值51.2 mm(正常参考值50.0\~70.0 mm)，纤溶指标EPL 2.2%(正常参考值0\~15.0%)，LY30 2.2%(正常参考值0\~8.0%)。可见TEG检测结果并不能很好地预测该遗传性FXIII缺陷症患者的出血严重程度。

3．基因检测结果：与Gene Bank中序列进行比对后(NG_008107.1)，发现先证者F13A1基因14号外显子存在双杂合突变([图2](#figure2){ref-type="fig"})：第173 828位核苷酸由G变为A，导致无义突变(p.Trp665 \*)；第173 818位核苷酸由C变为T，导致终止密码子提前出现(p.Arg662\*)；两种突变均曾被报道过。先证者母亲及父亲均存在相同位点的单杂合突变(分别为p.Trp665＊和p.Arg662＊突变)，胎儿为双杂合突变。因此，胎儿确诊为重型遗传性FXIII缺陷症。

![先证者及正常人F13A1基因14号外显子测序结果(箭头所示为突变位点)\
A：先证者F13A1基因14号外显子g.173828G\>A杂合突变；B：g.173828位点野生峰型；C：先证者F13A1基因14号外显子g.173818C\>T杂合突变；D：g.173818位点野生峰型](cjh-36-10-844-g002){#figure2}

4．文献回顾：目前在HGMD (<http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php>)登记的F13A1基因突变总共107种(其中错义突变／无义突变65种、剪切位点突变10种、小片段插入或缺失突变27种、大片段缺失突变及重组5种)，F13B基因突变共19种(错义突变／无义突变9种、剪切位点突变3种、小片段插入或缺失突变7种)。两者均无相关热点突变[@b4]，其中相对发生率较高的突变有IVS5-1 G\>A、Arg661X、c.2045G\>A、Arg77Cys、Arg77His、Arg326 Gln等[@b5]。由于国际上目前尚不能对低水平的FXIII(\<5%)准确定量，且大部分患者接受预防治疗，对于基因型与临床表型间关联性的研究很少。其中仅报道1种非经典剪切位点突变(IVS3+6T\>C)与轻型出血症状相关[@b6]。

讨论 {#s3}
====

遗传性FXIII缺陷症属于常染色体隐性遗传，A亚基及B亚基上的基因突变均可致病，但B亚基上的突变报道较少，且出血倾向较轻[@b7]。FXIII:C\<5%为重型，FXIII:C 5%\~10％为中型，FXIII:C\>10％为轻型。通常只有纯合突变或双杂合突变的患者才有显著的出血表现。患者若不经治疗，FXIII缺乏可导致致命的出血事件(如颅内出血)。通常情况下，脐带出血是最先出现的临床症状。本例患者表现为脐带出血和反复发生颅内出血。此外，患者还可表现为肌肉出血以及皮下软组织出血等。遗传性FXIII缺陷症还与伤口愈合延迟有关，并可导致孕妇流产[@b8]--[@b14]。一项在欧洲开展的罕见出血性疾病的临床研究表明，遗传性FXIII缺陷症患者个体间出血部位以及出血严重程度差异非常大[@b8]。其中，48.5％的患者有3级出血(包括自发性肌肉出血、关节出血、中枢神经系统出血、胃肠道出血、脐带出血等)，6.1%的患者表现为2级出血(包括自发性鼻出血、口腔黏膜出血、皮肤易瘀青及月经过多等)，6.1％的患者表现为1级出血(包括创伤后出血、服用抗血小板药或抗凝治疗后出血等)，而39.3％的患者无任何出血表现。国际血栓与止血协会(ISTH)对104例(女56例、男48例)遗传性FXIII缺陷症患者的统计资料显示，52％的患者表现为重度出血，35％的患者表现为中度出血，10％的患者表现为轻度出血，3％的患者没有出血症状，56％的患者有脐带出血，49％的患者有肌肉出血，36％的患者有关节出血，34％的患者有中枢神经系统出血\[<http://www.f13-database.de/(xhgmobrswxgori45zk5jre45)/content.aspx?menu=1,7,30>\]。FXIII缺陷症患者临床表现的异质性增加了其诊断难度。

通常筛选试验(如PT、APTT、TT及血小板功能试验等)并不能诊断FXIII缺陷症，FXIII缺陷症的实验室诊断依赖于FXIII:C及FXIII:Ag水平的检测。FXIII相关实验室检测指标的低敏感性、非标准化以及低普及性是该类疾病诊断的一大难题。本例患者筛选试验结果均正常，但FXIII定性试验阳性。因此，我们后续进行了FXIII:C定量检测以及FXIII:Ag水平检测，进而将其确诊为先天性FXIII缺陷症。有研究表明TEG可作为FXIII缺陷症的筛查试验[@b15]，但本例FXIII缺陷症患者TEG检测结果未见明显异常，仅表现为CI值轻度下降。目前FXIII:C定量检测主要基于氨释放法，虽然较快速且操作可自动化，但敏感性较低(REA-chrom FXIII检测下限为3%，Berichrom FXIII检测下限为5%)。FXIII定性试验无需特殊试剂及仪器，较易在普通实验室开展，虽然其敏感性较低，但对于重型FXIII缺陷症的检出非常有应用价值。

大部分患者属于1型FXIIIA亚基缺陷(A亚基量的缺乏，突变导致FXIII蛋白折叠或三维结构组装异常)。虽然遗传性FXIII缺陷症患者出血部位不同、出血严重程度不同、首次出血时间及出血情况不同，但一般认为患者的临床表型与基因型之间无显著关联，而更可能与个体情况相关(创伤的部位、FXIII预防治疗情况以及机体止血能力等)[@b16]。但对不同位点基因突变分子发病机制的研究可增加我们对FXIII蛋白结构与功能的认识。

新鲜冰冻血浆和冷沉淀中FXIII含量为1\~3 U/ml，是遗传性FXIII缺陷症患者较常用的治疗方法。虽然血浆制品较易获得，但其输注存在病毒传播的风险。经巴氏消毒过的FXIII制品相对较安全，且FXIII的效价更高(约240 U/瓶)[@b4],[@b17]--[@b18]。另外，市场上还有经过3期临床试验的重组FXIII A亚基制品，对A亚基基因突变的患者有较好疗效[@b19]。由于FXIII的血浆半衰期较长(11\~14 d)，而且正常止血过程仅需要较低的FXIII浓度(3%\~5%)，因此建议对遗传性FXIII缺陷症患者进行预防治疗。对于重度出血患者，建议每4\~6周输注10\~20 U/kg的FXIII制剂以预防自发性致命性出血的发生[@b20]。对于急性出血患者，给予10\~30 U/kg FXIII制剂治疗[@b21]。如患者需要进行大手术，建议维持血浆中FXIII:C\>5％直至伤口完全愈合。考虑到FXIII缺乏可导致流产的发生，建议孕妇尽量在怀孕早期(妊娠5\~6周)开始预防性输注[@b7]。在孕期\<22周建议每周给予250 U，使FXIII:C维持在10％以上[@b22]。怀孕晚期建议每周给予500 U，分娩时给予1000 U使FXIII:C维持在30％以上防止产后大出血[@b10]。

由于遗传性FXIII缺陷症发病率较低，临床医生对其认识不足、患者临床表现差异大、实验室诊断手段缺乏等因素，FXIII缺陷症的诊断仍然是罕见出血性疾病中的难题。增加对FXIII结构与功能的了解，开展相关实验室诊断和基因诊断等，可帮助患者明确诊断并得到及时适当的治疗，有效防止重型患者严重出血事件的发生，显著改善其生活质量。
